tcgcgcgtttcggtgatgacggtgaaaacctctgacacatgcagctcccggagacggtcacagecttgtectgtaagecggat
gccgggagcagacaagcccgtcagggcgcecgtcagecgggtgttggecgggtgtcggggectggecttaactatgecggcatcaga
gcagattgtactgagagtgcaccataccacagcttttcaattcaattcatcattttttttttattcttttttttgatttc
ggtttctttgaaatttttttgattcggtaatctccgaacagaaggaagaacgaaggaaggagcacagacttagattggta
tatatacgcatatgtagtgttgaagaaacatgaaattgcccagtattcttaacccaactgcacagaacaaaaacctgcag
gaaacgaagataaatcatgtcgaaagctacatataaggaacgtgctgctactcatcctagtcctgttgectgccaagctat
ttaatatcatgcacgaaaagcaaacaaacttgtgtgcttcattggatgttcgtaccaccaaggaattactggagttagtt
gaagcattaggtcccaaaatttgtttactaaaaacacatgtggatatcttgactgatttttccatggagggcacagttaa
gccgctaaaggcattatccgccaagtacaattttttactcttcgaagacagaaaatttgctgacattggtaatacagtca
aattgcagtactctgcgggtgtatacagaatagcagaatgggcagacattacgaatgcacacggtgtggtgggcccaggt
attgttagcggtttgaagcaggcggcagaagaagtaacaaaggaacctagaggccttttgatgttagcagaattgtcatg
caagggctccctatctactggagaatatactaagggtactgttgacattgcgaagagcgacaaagattttgttatcggcet
ttattgctcaaagagacatgggtggaagagatgaaggttacgattggttgattatgacacccggtgtgggtttagatgac
aagggagacgcattgggtcaacagtatagaaccgtggatgatgtggtctctacaggatctgacattattattgttggaag
aggactatttgcaaagggaagggatgctaaggtagagggtgaacgttacagaaaagcaggctgggaagcatatttgagaa
gatgcggccagcaaaactaaaaaactgtattataagtaaatgcatgtatactaaactcacaaattagagcttcaatttaa
ttatatcagttattaccctatgcggtgtgaaataccgcacagatgcgtaaggagaaaataccgcatcaggaaattgtaaa
cgttaatattttgttaaaattcgcgttaaatttttgttaaatcagctcattttttaaccaataggccgaaatcggcaaaa
tcccttataaatcaaaagaatagaccgagatagggttgagtgttgttccagtttggaacaagagtccactattaaagaac
gtggactccaacgtcaaagggcgaaaaaccgtctatcagggcgatggcccactacgtgaaccatcaccctaatcaagttt
tttggggtcgaggtgccgtaaagcactaaatcggaaccctaaagggagcecccccgatttagagecttgacggggaaagccgg
cgaacgtggcgagaaaggaagggaagaaagcgaaaggagcgggcgctagggcgctggcaagtgtagecggtcacgectgege
gtaaccaccacacccgccgcgcttaatgecgecgectacagggecgegtecgegecattecgeccattcaggectgegcaactgttyg
ggaagggcgatcggtgcgggcectcttcecgctattacgccagectggcgaaagggggatgtgectgcaaggcgattaagttggg
taacgccagggttttcccagtcacgacgttgtaaaacgacggccagtgagcgcgcgtaatacgactcactatagggcgaa
ttgggtaccgggccccecceccectcecgactctagaggatecccecggecgggggatctcggaattgactttttecttgaataatacat
aacttttcttaaaagaatcaaagacagataaaatttaagagatattaaatattagtgagaagccgagaattttgtaacac
caacataacactgacatctttaacaacttttaattatgatacatttcttacgtcatgattgattattacagctatgctga
caaatgactcttgttgcatggctacgaaccgggtaatactaagtgattgactcttgctgaccttttattaagaactaaat
ggacaatattatggagcatttcatgtataaattggtgcgtaaaatcgttggatctctcttctaagtacatcctactataa
caatcaagaaaaacaagaaaatcggacaaaacaatcaagtatggattctagaacagttggtatattaggagggggacaat
tgggacgtatgattgttgaggcagcaaacaggctcaacattaagacggtaatactagatgctgaaaattctcctgccaaa
caaataagcaactccaatgaccacgttaatggctccttttccaatcctecttgatatcgaaaaactagctgaaaaatgtga
tgtgctaacgattgagattgagcatgttgatgttcctacactaaagaatcttcaagtaaaacatcccaaattaaaaattt
acccttctccagaaacaatcagattgatacaagacaaatatattcaaaaagagcatttaatcaaaaatggtatagcagtt
acccaaagtgttcctgtggaacaagccagtgagacgtccctattgaatgttggaagagatttgggttttccattegtett
gaagtcgaggactttggcatacgatggaagaggtaacttcgttgtaaagaataaggaaatgattccggaagctttggaag
tactgaaggatcgtcctttgtacgccgaaaaatgggcaccatttactaaagaattagcagtcatgattgtgaggtctgtt
aacggtttagtgttttcttacccaattgtagagactatccacaaggacaatatttgtgacttatgttatgcgcctgcectag
agttccggactccgttcaacttaaggcgaagttgttggcagaaaatgcaatcaaatcttttecccggttgtggtatatttyg
gtgtggaaatgttctatttagaaacaggggaattgcttattaacgaaattgccccaaggcctcacaactctggacattat
accattgatgcttgcgtcacttctcaatttgaagctcatttgagatcaatattggatttgccaatgccaaagaatttcac
atctttctccaccattacaacgaacgccattatgctaaatgttcttggagacaaacatacaaaagataaagagctagaaa
cttgcgaaagagcattggcgactccaggttcctcagtgtacttatatggaaaagagtctagacctaacagaaaagtaggt
cacataaatattattgcctccagtatggcggaatgtgaacaaaggctgaactacattacaggtagaactgatattccaat
caaaatctctgtcgctcaaaagttggacttggaagcaatggtcaaaccattggttggaatcatcatgggatcagactctg
acttgccggtaatgtctgccgcatgtgcggttttaaaagattttggecgttccatttgaagtgacaatagtctctgectecat
agaactccacataggatgtcagcatatgctatttccgcaagcaagecgtggaattaaaacaattatcgectggagectggtgg
ggctgctcacttgccaggtatggtggctgcaatgacaccacttcecctgtcatcggtgtgececcgtaaaaggttecttgtctag
atggagtagattctttacattcaattgtgcaaatgcctagaggtgttccagtagctaccgtcgctattaataatagtacg
aacgctgcgctgttggctgtcagactgcttggcgecttatgattcaagttatacaacgaaaatggaacagtttttattaaa
gcaagaagaagaagttcttgtcaaagcacaaaagttagaaactgtcggttacgaagcttatctagaaaacaagtaatata
taagtttattgatatacttgtacagcaaataattataaaatgatatacctattttttaggctttgttatgattacatcaa
atgtggacttcatacatagaaatcaacgcttacaggtgtccttttttaagaatttcatacataagatccactagcctctg
caaagcttcatggcctttataaaaaggaactatccaatacctcgccagaaccaagtaacagtattttacggggcacaaat
caagaacaataagacaggactgtaaagatggacgcattgaactccgaaagaacaacaagagttccaaaaagtagtggaac
aaaagcaaatgagggatttcatgcgtttgtactctaatctggtagaaagatgtttcacagactgtgtcaatgacttcaca
acatcaaagctaaccaataaggaacaaacatgcatcatgaagtgctcagaaaagttcttgaagcatagcgaacgtgtagg
gcagcgtttccaagaacaaaacgctgccttgggacaaggcttgggccgataaggtgtactggcgtatatatatctaatta
tgtatctctggtgtagcccatttttagcatgtaaatataaagagaaaccatatctaatctaaccaaatccaaacaaaatt



caatagttactatcgcttttttctttctgtatcgcaaataagtgaaaattaaaaaagaaagattaaattggaagttggat
atgggggaattccgatcctctagagtcgacctgcagacatgggtgatcecctcatgttttctagagtcgacctgcagacatg
ggtgatcctcatgttttctagagtcgacctgcaggcatgcaagctgcccgggggatccactagttctagecggaattetyg
ccaatcgcagctcccagagtttcecgttcccageccgcgagcaccacagecgtaccatgtgecgecacgaggectcaaacgtaaa
acaatcgaaacgaaaagaaacagactataggggagtatagagacagccggccaataagaagaggaaaaagaaatactagce
gtttatcaatgtgggtcgttaacatatcctgttgacaatgattacaggttaaaaggtagcgtaagtgaatattaactatg
gatattcttatacttagataagagacatataaaacacacgatgattgattgatttttatgaccaatatatgtaattcgta
attcagatagtttttatacttttaatgtgtgccgaaccatattactagtatatgtaactaccatgttatgttcaattggc
agatcGGATCCactagttctagagcggccgccaccgcggtggagcectccagettttgttcecctttagtgagggttaattge
gcgcttggcgtaatcatggtcatagctgtttecctgtgtgaaattgttatccgectcacaattccacacaacataggagceccg
gaagcataaagtgtaaagcctggggtgcctaatgagtgaggtaactcacattaattgcgttgcgctcactgecccgettte
cagtcgggaaacctgtcgtgccagctgcattaatgaatcggccaacgcgcggggagaggecggtttgegtattgggegetce
ttccgcttcectecgectcactgactecgcectgegetecggtegttecggectgecggecgagecggtatcagectcactcaaaggecggtaa
tacggttatccacagaatcaggggataacgcaggaaagaacatgtgagcaaaaggccagcaaaaggccaggaaccgtaaa
aaggccgcgttgctggecgtttttccataggctccgecceccecctgacgagcatcacaaaaatcgacgctcaagtcagaggtg
gcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgtttcccecctggaagcectcececctecgtgegectectectgtteccgaccctge
cgcttaccggatacctgtccgcectttectececcttecgggaagecgtggegetttectcatagectcacgectgtaggtatctcagt
tcggtgtaggtcgttcgectccaagectgggctgtgtgcacgaacccecccececgttcageccgaccgetgegecttateccggtaa
ctatcgtcttgagtccaacccggtaagacacgacttatcgccactggcagcagccactggtaacaggattagcagagcga
ggtatgtaggcggtgctacagagttcttgaagtggtggcctaactacggctacactagaaggacagtatttggtatctgce
gctctgctgaagccagttaccttcggaaaaagagttggtagctcttgatccggcaaacaaaccaccgctggtageggtgg
tttttttgtttgcaagcagcagattacgcgcagaaaaaaaggatctcaagaagatcctttgatcttttctacggggtctyg
acgctcagtggaacgaaaactcacgttaagggattttggtcatgagattatcaaaaaggatcttcacctagatcctttta
aattaaaaatgaagttttaaatcaatctaaagtatatatgagtaaacttggtctgacagttaccaatgcttaatcagtga
ggcacctatctcagcgatctgtctatttcgttcatccatagttgcecctgactccececgtecgtgtagataactacgatacggg
agggcttaccatctggccccagtgctgcaatgataccgcgagacccacgctcaccggctccagatttatcagcaataaac
cagccagccggaagggccgagcgcagaagtggtcecctgcaactttateccgectceccatceccagtctattaattgttgecggga
agctagagtaagtagttcgccagttaatagtttgcgcaacgttgttgccattgctacaggcatcgtggtgtcacgectegt
cgtttggtatggcttcattcagctccggttcccaacgatcaaggcgagttacatgatccecccatgttgtgcaaaaaagceg
gttagctccttcggtcectccgatecgttgtcagaagtaagttggccgcagtgttatcactcatggttatggcagcactgcea
taattctcttactgtcatgccatccgtaagatgettttctgtgactggtgagtactcaaccaagtcattctgagaatagt
gtatgcggcgaccgagttgctcttgcccggecgtcaatacgggataataccgcgccacatagcagaactttaaaagtgetce
atcattggaaaacgttcttcggggcgaaaactctcaaggatcttaccgectgttgagatccagttcgatgtaacccacteg
tgcacccaactgatcttcagcatcttttactttcaccagecgtttctgggtgagcaaaaacaggaaggcaaaatgccgcaa
aaaagggaataagggcgacacggaaatgttgaatactcatactcttcctttttcaatattattgaagcatttatcagggt
tattgtctcatgagcggatacatatttgaatgtatttagaaaaataaacaaataggggttccgcgcacatttccccgaaa
agtgccacctgaacgaagcatctgtgcttcattttgtagaacaaaaatgcaacgcgagagcgctaatttttcaaacaaag
aatctgagctgcatttttacagaacagaaatgcaacgcgaaagcgctattttaccaacgaagaatctgtgcttcattttt
gtaaaacaaaaatgcaacgcgagagcgctaatttttcaaacaaagaatctgagctgcatttttacagaacagaaatgcaa
cgcgagagcgctattttaccaacaaagaatctatacttcttttttgttctacaaaaatgcatcccgagagecgctattttt
ctaacaaagcatcttagattactttttttctcectttgtgcgctctataatgcagtctcttgataactttttgcactgtag
gtccgttaaggttagaagaaggctactttggtgtctattttctcttccataaaaaaagecctgactccacttececcgegttt
actgattactagcgaagctgcgggtgcattttttcaagataaaggcatccccgattatattctataccgatgtggattge
gcatactttgtgaacagaaagtgatagcgttgatgattcttcattggtcagaaaattatgaacggtttcttctattttgt
ctctatatactacgtataggaaatgtttacattttcgtattgttttcgattcactctatgaatagttcttactacaattt
ttttgtctaaagagtaatactagagataaacataaaaaatgtagaggtcgagtttagatgcaagttcaaggagcgaaagg
tggatgggtaggttatatagggatatagcacagagatatatagcaaagagatacttttgagcaatgtttgtggaagcggt
attcgcaatattttagtagctcgttacagtccggtgegtttttggttttttgaaagtgecgtcttcagagegettttggtt
ttcaaaagcgctctgaagttcctatactttctagagaataggaacttcggaataggaacttcaaagcgtttccgaaaacyg
agcgcttccgaaaatgcaacgcgagctgcgcacatacagctcactgttcacgtecgecacctatatctgegtgttgectgta
tatatatatacatgagaagaacggcatagtgcgtgtttatgcttaaatgcgtacttatatgcgtctatttatgtaggatyg
aaaggtagtctagtacctcctgtgatattatcccattccatgecggggtatcgtatgectteccttcagecactaccctttage
tgttctatatgctgccactcctcaattggattagtctcatccttcaatgectatcatttectttgatattggatcatacta
agaaaccattattatcatgacattaacctataaaaataggcgtatcacgaggccctttegte



EcoRYV 603

SnaBI 8331

Bcegl 7289 f1(+) ori

BamHI 2031

Amp  pITIA/MS2-2
9102 bp

colEl ori EcoRV 2612

Notl 5464 /

® BamHI 5013

Pol IIT
promoter

Pol II1
Terminator

Tandem MS?2 sites

‘ SphI 4995 EcoRI 4887
Smal 5007

EcoRI 5033

Smal and Sphl sites are unique and can be used to insert fragment.





